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B a s e d o n t h e a b o v e o b s e r v a t i o n s , i t w a s h y p o t h e s i z e d t h a t d i f f e r e n t n a t u r a l p o l y g a l a c t u r o n a s e s ( PG ) , a n d p r o t e a s e -, l i p a s e -, a n d d e x t r a n a s e -b a s e d e n z ym e s w o u l d e f fi c i e n t l y r em o v e b i o f o u l a n t s f r om RO s u r f a c e s w i t h o u t a l t e r i n g t h e m em b r a n e s u r f a c e p r o p e r t i e s . T o t h e b e s t o f t h e a u t h o r s ' k n ow l e d g e , t h e e f f e c t s o f e n z ym e s e x t r a c t e d f r om d i f f e r e n t m i c r o o r g a n i sm s , p l a n t s , a n d o t h e r s o u r c e s t h a t a r e w i d e l y u s e d i n d i s hw a s h i n g d e t e r g e n t s , c o sm e ti c s , f o o d p r o c e s s i n g , s k i n c a r e o i n tm e n t s , a n d c o n t a c t l e n s c l e a n e r s h a v e n o t b e e n t e s t e d o n RO m em b r a n e b i o f o u l a n t r em o v a l . A m o d e l s y s t em w a s u s e d t o t e s t t h e e f fi c a c y o f e i g h t e n z ym e f o rm u l a t i o n s f o r r em o v i n g b i o f o u l a n t s o n a c omm e r c i a l l y a v a i l a b l e RO m em b r a n e . T h e t h r e e m o s t e f f e c t i v e e n z ym e s w e r e s e l e c t e d f o r f u r t h e r o p t im i z a t i o n f o r b i o fi lm r em o v a l . T h e o b j e c t i v e s o f t h i s s t u d y w e r e t o : ( 1 ) i n v e s t i g a t e t h e m o d e o f a c t i o n o f e n z ym a t i c c l e a n i n g o f T F C RO m em b r a n e b i o f o u l a n t s a n d ( 2 ) c h a r a c t e r i z e t h e e f f e c t s o f t h e e n z ym e s o n m em b r a n e s u r f a c e p r o p e r t i e s . M a t e r i a l s a n d m e t h o d s M em b r a n e t y p e a n d r e a c t o r s e t u p T o o b s e r v e b i o fi lm f o rm a t i o n a n d i t s im p a c t o n RO m em b r a n e s u r f a c e s , c omm e r c i a l l y a v a i l a b l e p o l y am i d e a r om a t i c T F C RO (D ow BW 3 0 ) m em b r a n e s ( F i lm T e c C o r p o r a t i o n , D ow C h em i c a l C om p a n y , U SA ) w e r e u s e d . D e t a i l e d i n f o rm a t i o n a b o u t t h e h e t e r o g e n e i t y a n d c h emi s t r y o f t h i s s u r f a c e a n d o f t h e a r om a t i c g r o u p s o n t h e T F C s u r f a c e i s p r o p r i e t a r y . T h e g e n e r a l p e r f o rm a n c e s o f t h i s s u r f a c e i n c l u d e 1 2 5 p s i a p p l i e d p r e s s u r e a n d 2 , 0 0 0 p pm i n i t i a l c o n c e n t r a t i o n o f N a C l i n D I w a t e r . T h e m em b r a n e p r o d u c t i v i t y a n d w a t e r p e rm e a b i l i t y c o e f fi c i e n t /% s a l t p a s s a g e ( A -v a l u e /% S P ) r a t i o w e r e 3 2 g f d ( 5 . 4 cm h − 1 ) a n d 0 . 1 6 , r e s p e c t i v e l y . N a C l r e j e ct i o n w a s 9 9 . 6% .
T h e b i o fi lm f o rm a t i o n s t u d y w a s c a r r i e d o u t i n t h r e e r o t a t i n g d i s k r e a c t o r ( RD R ) s y s t em s ( B i o s u r f a c e T e c h n o lo g i e s C o r p o r a t i o n , U SA ) ( S u p p l em e n t a r y F i g u r e S 1 [ S u p p l em e n t a r y m a t e r i a l i s a v a i l a b l ev i aa m u l t im e d i a l i n k o n t h e o n l i n e a r t i c l e w e b p a g e ] ) . E a c h r e a c t o r c o nt a i n e d s i x s e p a r a t e , r em o v a b l e p o l y c a r b o n a t e c o u p o n s ( 1 2 . 7 mm i n d i am e t e r ) . T h e RO m em b r a n e sw a t c h e s w e r e c u t f r om fl a t s h e e t r o l l s a n d b o i l e d i n n a n o p u r e w a t e r f o r 1 0 m i n ( a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r' s i n s t r u c t i o n s , w h i c h r em o v e d t h e r e s i d u a l c h em i c a l s a n d a n y s u r f a c e c o n t am i n a t i o n a n d d i d n o t c h a n g e t h e s u rf a c e s t r u c t u r e s a n d c h em i s t r i e s o f t h e s e m em b r a n e s ) . A f t e r c o o l i n g t o r o om t em p e r a t u r e a n d p r i o r t o u s e , t h e m em b r a n e s sw a t c h e s w e r e w a s h e d s e v e r a l t im e s w i t h n a n o p u r e w a t e r . T h e m em b r a n e sw a t c h e s w e r e a d h e r e d o n t o r em o v a b l e p o l y c a r b o n a t e c o u p o n s w i t h s i l i c o n r u bb e r s e a l a n t (D ow C o r n i n g , U SA ) a n d p l a c e d i n t h e r o t o r o f t h e RD R . T h e RD R h a s a v a r i a b l e s p e e d r o t a t i n g d r um , a n o p e r a t i n g v o l um e o f 2 5 0 m l , a
n d a h i g h s u r f a c e a r e a t o v o l um e r a t i o . T h e d i am e t e r o f t h e r o t o r d i s k w a s 7 . 0 ± 0 . 2 cm w h i c h c o n t a i n e d s i x e v e n l y s p a c e d h o l e s w i t h a d i am e t e r o f 1 . 2 7 ± 0 . 1 cm . S i x p o l y c a r b o n a t e c o u p o n s c a n b e p l a c e d i n t o t h e h o l e s . T h e c e n t e r o f e a c h h o l e w a s l o c a t e d 2 . 5 5 ± 0 . 0 3 cm f r om t h e c e n t e r o f t h e d i s k . T h e d e t a i l s a b o u t t h e RD R h a v e b e e n d i s c u s s e d
e l s ew h e r e (K h a n e t a l .2 0 1 0 ) .
T h e r e a c t o r s w e r e f e d c o n t i n u o u s l y w i t h B o z em a n (M o n t a n a , U SA ) t a p w a t e r t h a t fl ow e d t h r o u g h a g r a n u l a r a c t i v a t e d c a r b o n c o l um n a n d a b i o l o g i c a l l y a c t i v a t e d c a rb o n ( BA C ) c o l um n o p e r a t e d i n u p -fl ow m o d e a s a s o u r c e o f i n d i g e n o u s m i c r o o r g a n i sm s . T h e s e c o l um n s r em o v e t h e m a j o r i t y o f t h e b a c k g r o u n d c a r b o n f r om t h e t a p w a t e r . S om e im p o r t a n t w a t e r q u a l i t y p a r am e t e r s ( a v e r a g e v a l u e s ) o f B o z em a n t a p w a t e r d u r i n g t h i s s t u d y w e r e m e n t i o n e d i n a p r e v i o u s s t u d y (K h a n , S t ew a r t , e t a l .2 0 1 1 ) . T o e n h a n c e t h e g r ow t h o f b i o fi lm , t h e b i o l o g i c a l l y t r e a t e d w a t e r w a s am e n d e d w i t h n u t r i e n t s ( C :N : P ) ( e q u im o l a r c o n c e n t r a t i o n s o f g l u t am i c a c i d , g l u c o s e , g a l a c t o s e , a n d a r a b i n o s e w e r e u s e d f o r c a r b o n s o u r c e ; KNO 3 a n d K 2 H PO 4 w e r e u s e d f o r n i t r o g e n a n d p h o s p h o r o u s s o u r c e , r e s p e c t i v e l y ) . T h e s e ( C , N , a n d P ) w e r e a d d e d t o t h e r e a ct o r s a t a 1 0 0 : 1 0 : 1 (m o l a r r a t i o ) b a s i s . S p e c i fi c a l l y , 5 . 5 4 m l o f c a r b o n , 1 6 . 8 8 m l o f n i t r o g e n , a n d 4 m l o f p h o s p h o r u s w e r e a d d e d t o a 2 0 l c o n t a i n e r o f a u t o c l a v e d n a n o p u r e w a t e r . T h e r o t a t i o n s p e e d o f t h e r o t o r i n t h e RD R w a s 5 0 r pm ( 0 . 0 7 1 ×g ) a n d t h e h y d r a u l i c r e t e n t i o n t im e w a s 3 . 5 h i n a l l r e a c t o r s . T h e a v e r a g e s h e a r s t r e s s o n t h e RO s u r f a c e s w a s m a i n t a i n e d a t 6 . 7 2 P a . T h e t em p e r a t u r e w a s am b i e n t ( 2 5 C ) a n d pH w a s 7 -8 . T h e r e a c t o r s w e r e o p e r a t e d c o n t i n u o u s l y f o r 5 8 d a y s t o e n s u r e s a t i s f a c t o r y a n d t h i c k e r b i o fi lm g r ow t h . T h e o p e r a t i n g c o n d i t i o n s a n d a n a l y s e s a r e s h ow n i n T a b l e1 . T h e c o l o n y f o rm i n g u n i t s ( C FU ) i n t h e BA C w a t e r w e r e m e a s u r e d u s i n g R 2A a g a r ( F i s h e r S c i e n t i fi c , I L ) p l a t e d i n t r i p l i c a t e .
M em b r a n e sw a t c h s am p l i n g w a s d o n e a t t h e e n d o f t h e o p e r a t i o n a l p e r i o d . T h e m em b r a n e s w e r e c a r e f u l l y r em o v e d f r om t h e c o u p o n s u s i n g a s t e r i l i z e d r a z o r b l a d e a n d h em o s t a t w i t h o u t d i s t u r b i n g t h e b i o fi lm . T h e s u r f a c e s w i t h b i o f o u l a n t s w e r e c u t i n t o s e c t i o n s w i t h s t e r i l i z e d s c i s s o r s f o r m em b r a n e a n d b i o fi lm a s s a y s . E n z ym e t r e a tm e n t T h e s t o c k e n z ym e s ( T a b l e2 ) d e v e l o p e d a n d p r o v i d e d b y t h e N o v o z ym e s A / S , D e nm a r k , w e r e d i l u t e d u s i n g a u t oc l a v e d a n d t h e nfi l t e r e d ( t h r o u g h 0 . 2 PVD F d i s cfi l t e r , M i l l i p o r e , U SA ) n a n o p u r e w a t e r a t n e u t r a l pH a t r o om t em p e r a t u r e t ofi n a l c o n c e n t r a t i o n s o f 5 0 , 1 0 0 , a n d 1 5 0 p pm .
D e t a i l e d i n f o rm a t i o n a b o u t t h e c om p o s i t i o n , c h a r a c t e r i s t i c s , b i o d e g r a d a b i l i t y , a n d c h em i s t r y o f t h e s e
e n z ym e s i s p r o p r i e t a r y . T h e RO m em b r a n e sw a t c h e s w e r e r em o v e d f r om t h e RD R a f t e r b i o fi lm f o rm a t i o n a n d s o a k e d i n d i l u t e d e n z ym e s f o r e i t h e r 1 8 o r 3 6 h w i t h t h e e x c e p t i o n o f t h e m em b r a n e o n c o u p o n # 1 a n d # 6 ( p o s i t i v e c o n t r o l s ) . T h e sw a t c h e s o f p o s i t i v e c o n t r o l m em b r a n e s w i t h b i o f o u l a n t a n d t h o s e f o l l ow i n g c l e a n i n g o f t h e b i o f o u l a n t s w i t h n a n o p u r e w a t e r a n d a s t e r i l i z e d s o f t r u b b e r s c r u b b e r (VW R , D e n v e r ) w e r e u s e d f o r o t h e r a s s a y s a s d i s c u s s e d b e l ow . I n a p r e v i o u s s t u d y (K h a n e t a l .2 0 1 0 ) , t h e r e w a s n o c h a n g e i n s u r f a c e m o r p h o l o g y a n d c h em i c a l c om p o s i t i o n s d u r i n g t h i s p h y s i c a l c l e a n i n g
T a b l e 1 . T h e o p e r a t i n g c o n d i t i o n s o f t h e RD R s y s t em s .
O p e r a t i n g c o n d i t i o n s P a r am e t e r s a n d v a l u e s P e r i o d o f r u n 5 8 d a y s S am p l i n g f r e q u e n c y A t t h e e n d o f r u n A v e r a g e C FU m l − 1 i n BA C t r e a t e d w a t e r ( 1 . 0 8 -1 . 5 2 ) × 1 0 4 M em b r a n e a s s a y s Im a g e s o f l i v e / d e a d c e l l s o n RO m em b r a n e b e f o r e a n d a f t e r e n z ym e t r e a tm e n t ; c r y o -s e c t i o n i n g o f b i o f o u l a n t s o n m em b r a n e w i t h a n d w i t h o u t t r e a tm e n t ; c u l t u r a b l e c e l l c o u n t s i n s u s p e n s i o n d u r i n g t r e a tm e n t ; c o n t a c t a n g l e a n a l y s i s o f RO s u r f a c e a t v i r g i n c o n d i t i o n a n d a f t e r t r e a tm e n t ; A FM im a g e s a n d X P S a n a l y s i s o f RO s u r f a c e s b e f o r e a n d a f t e r t r e a tm e n t N u t r i e n t c o n d i t i o n ( C :N : P ) 1 . 5 m g l o f P F l ow r a t e o f n u t r i e n t 4 2% o f t o t a l i n fl u e n tfl ow -r a t e F l ow r a t e o f BA C t r e a t e d w a t e r 5 8% o f t o t a l i n fl u e n tfl ow -r a t e p r o c e d u r e o f v i r g i n m em b r a n e s . A f t e r i n c u b a t i o n a n d c l e a n i n g w i t h t h e e n z ym e s , t h e m em b r a n e sw a t c h e s w e r e a i r d r i e d f o r 1 h w i t h o u t f u r t h e r c l e a n i n g p r i o r t o m emb r a n e a s s a y s p a r a l l e l t o t h e c o n t r o l m em b r a n e ( sw a t c h e s o n c o u p o n # 1 a n d # 6 ) a n d a l s o v i r g i n RO s u r f a c e a s s a y s . D u r i n g i n c u b a t i o n o f m em b r a n e s w i t h t h e e n z ym e , am b i e n t t em p e r a t u r e a n d n e u t r a l pH w e r e m a i n t a i n e d .
M em b r a n e a s s a y a n d a n a l y t i c a l m e t h o d T h e RO m em b r a n e sw a t c h e s b e f o r e a n d a f t e r c l e a n i n g t h e b i o f o u l a n t s w e r e e x am i n e d u s i n g d i f f e r e n t b i o c h emi c a l a n a l y s e s . T h e a n a l y s e s w e r e r e p e a t e d i n r e p l i c a t e e x p e r im e n t s a n d p v a l u e s w e r e c a l c u l a t e d u s i n g a tw o -t a i l e d S t u d e n t ' stt e s t . T h e RO m em b r a n e sw a t c h e s a f t e r e n z ym a t i c c l e a n i n g o f t h e b i o f o u l a n t s w e r e u s e d f o r c o n t a c t a n g l e m e a s u r em e n t , a t om i c f o r c e m i c r o sc o p y (A FM ) , a n d X -r a y p h o t o e l e c t r o n s p e c t r o s c o p y (X P S ) a n a l y s e s . H ow e v e r , f o r a n a d d i t i o n a l a s s a y i n X P S a n a l y s i s , a c o n t r o l RO m em b r a n e sw a t c h w i t h b i o f o u l a n t s w a s p h y s i c a l l y c l e a n e d u s i n g n a n o p u r e w a t e r a n d s o f t r u b b e r s c r u b b e r , a s d e s c r i b e d b e f o r e . T h e c l e a n e d RO sw a t c h e s w e r e t h e n d r i e d a t r o om t em p e r a t u r e f o r 2 -3 h . B e f o r e c o n t a c t a n g l e , A FM , a n d X P S a n a l y s e s , t h e RO m em b r a n e s u r f a c e s w e r e d r i e d a g a i n u n d e r n i t r o g e n g a s f o r 1 m i n . P a r a l l e l c o nt r o l ( v i r g i n ) m em b r a n e s t h a t h a d n o t b e e n s u b j e c t e d t o b i o f o u l i n g w e r e a l s o a n a l y z e d .
V i s u a l i z a t i o n o f l i v e a n d d e a d c e l l s i n t h e b i o f o u l a n t s o n RO m em b r a n e s w a t c h e s T h e L IV E /D EAD B a c L i g h t ™ B a c t e r i a l V i a b i l i t y K i t ( I n v i t r o g e n /M o l e c u l a r P r o b e s , O r e g o n ) w a s u s e d f o r s t a i ni n g l i v e a n d d e a d c e l l s o n t h e s u r f a c e o f t h e RO m emb r a n e s . E q u a l am o u n t s ( 1 . 5 μ l m l − 1 ) o f SY TO 9 ( 3 . 3 4 mM ) a n d p r o p i d i um i o d i d e ( 2 0 mM ) d y e s w e r e d i l u t e d i n 1 m l o f n a n o p u r e w a t e r a n d a f t e r p r o p e r d i l u t i o n a n d v o r t e x i n g ; d y e s w e r e a d d e d t o t h e t o p s u r f a c e o f t h e m em b r a n e a n d i n c u b a t e d f o r 1 h i n t h e d a r k . A f t e r i n c u b at i o n , t h e e x c e s s d y e w a s c a r e f u l l y w a s h e d o f f w i t h n a n op u r e w a t e r , a n d t h e s t a i n e d c e l l s w e r e o b s e r v e d u n d e r a n e p i fl u o r e s c e n c e m i c r o s c o p e (N i k o n , E c l i p s e E 8 0 0 , J a p a n ) w i t h a N i k o n 1 0 0 × o b j e c t i v e l e n s . F i f t e e n t o 2 0 im a g e s o f l i v e a n d d e a d c e l l s i n t h e t o p l a y e r o f b i o fi lm o n t h e m emb r a n e s u r f a c e s w e r e c a p t u r e d a n d a n a l y z e d w i t h t h e M e t a -M o r p h s o f tw a r e (M o l e c u l a r D e v i c e s C o r p o r a t i o n , U SA ) .
C r y o -s e c t i o n i n g o f t h e m em b r a n e s F o r t h e c r y o -s e c t i o n i n g , t h e RO m em b r a n e s w i t h b i o f o ul a n t s a n d a f t e r c l e a n i n g w e r e s t a i n e d f o l l ow i n g t h e s am e p r o c e d u r e s a s f o r t h e l i v e / d e a d im a g i n g . A f t e r w a s h i n g o f f t h e e x c e s s d y e w i t h n a n o p u r e w a t e r , b i o f o u l a n t s o n t h e t o p o f m em b r a n e s w e r e f r o z e n w i t h i n 2 -3 m i n a f t e r b e i n g fl o o d e d w i t h t h e o p t im um c u t t i n g t em p e r a t u r e l i q u i d ( S a k u r a F i n e t e k U SA , CA ) k e e p i n g t h e i n a c t i v e m em b r a n e s u r f a c e s (w h i c h w e r e u s e
d t o a d h e r e o n t o t h e c o u p o n ) o n a m e t a l p l a t e o v e r a d r y i c e b l o c k . A c r y o s t a t ( L e i c a CM 1 8 5 0 , G e rm a n y ) w a s u s e d t o c u t 5 . 0μ m s e c t i o n s t h r o u g h t h e b i o fi lm . T h e s e c t i o n e d l a y e r o f t h e b i o f o u l a n t s a n d m em b r a n e s w a s p l a c e d o n a p o s i t i v e l y c h a r g e d m i c r o s c o p e s l i d e ( F i s h e r S c i e n t i fi c , I L ) a n d o b s e r v e d u n d e r t h e e p i fl u o r e s c e n c e m i c r o s c o p e w i t h a
N i k o n 2 0 × o b j e c t i v e l e n s . T h e c r y o -s e c t i o n s o f s t a i n e d b i o fi lm s o n m em b r a n e s w e r e a n a l y z e d w i t h M e t aM o r p h s o f tw a r e t o c a l c u l a t e t h e r e g i o n s o f l i v e / d e a d c e l l s a n d t h e t h i c k n e s s o f a c c um u l a t e d b i o f o u l a n t s o n t h e m em b r a n e s u r f a c e s . E a c h im a g e h a s a d i s t r i b u t i o n o f l i v e ( g r e e n ) a n d d e a d ( r e d ) c e l l s a l o n g t h e t h i c k n e s s o f b i o fi lm o n t h e m em b r a n e .
A l i n e s c a n w a s d o n e w i t h t h e M e t aM o r p h s o f tw a r e a c r o s s t h e s l i c e s o f m em b r a n e s w i t h b i o f o u l a n t s . E a c h l i n e s c a n g e n e r a t e d tw o p r o fi l e s d e p e n d i n g o n t h e l o c a t i o n o f l i v e a n d
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/ o r d e a d ) w i t h h o l l ow p o c k e t s d e n o t e d b y c i r c l e s o n t h efi g u r e s w e r e o b s e r v e d ( F i g u r e2 B ) . T h i s i s i n d i c a t i v e o f s p a t i a l v a r i at i o n i n t h e p o r o s i t y i n s i d e t h e b i o f o u l i n g ( L ew a n d ow s k i & B e y e n a l 2 0 0 5 ) , w h i c h i s r e l a t e d t o t h e s p a t i a l d i s t r i b ut i o n o f d i f f u s i v i t y t h r o u g h t h e b i o f
o u l a n t s a n d o n t o t h e m em b r a n e s u r f a c e s .
L i n e s c a n s o f t h e s e im a g e s w e r e u s e d t o p r o v i d e i n f o rm a t i o n o n t h e d i s t r i b u t i o n o f l i v e a n d d e a d c e l l s i n t h e b i o f o u l i n g l a y e r a n d r e p r e s e n t a t i v e im a g e s a r e s h ow n i n F i g u r e2 A , C , E , a n d G f o r t h e c o n t r o l s am p l e a n d e n z ym e t r e a tm e n t s b y E # 1 , E # 2 , a n d E # 3 , r e s p e c t i v e l y . T h e s k ew n e s s a n d
i n t e n s i t y o f d i s t r i b u t i o n s o f t h e l i v e / d e a d c e l l r e g i o n s d e p e n d s o n t h e n um b e r o f c e l l s a l o n g t h e s e c t i o n o f b i o fi lm . T h e p e a k s o f s t a i n i n g i n t e n s i t y f o r l i v e c e l l s ( F i g u r e 2 A ) ( c o n t r o l s am p l e ) w e r e c l o s e r t o t h e b i o fi lm -fl u i d i n t e r f a c e t h a n t h a t f o r d e a d
c e l l s . I n o t h e r w o r d s , d e a d c e l l s w e r e i n c l o s e r p r o x imi t y t o t h e m em b r a n e s u r f a c e s a n d t h e l i v e c e l l s w e r e a t t h e t o p o f t h e b i o fi lm . T h e p e a k s t a i n i n g i n t e n s i t i e s o f t h e d e a d a n d l i v e c e l l r e g i o n s w e r e s e p a r a t e d b y 0 . 5 -1 . 5μ m .
T h e a v e r a g e s t a i n i n g i n t e n s i t i e s o f l i v e a n d d e a d c e l l s w e r e t h e l ow e s t w h e n t h e RO b i o f o u l a n t s w e r e t r e a t e d w i t h e n z ym e E # 1 , w
h i c h i n d i c a t e s t h a t t h e p r o t e a s e -/ l i p a s e -b a s e d e n z ym e n o t o n l y h y d r o l y z e d t h e p r o t e i n s , b u t a l s o d i s a g g r e g a t e d m o r e c e l l s f r om t h e b i o fi lm m a t r i x . T h i s c o r r o b o r a t e s t h e m i c r o s c o p i c o b s e r v a t i o n s .
T h e p e a k s t a i n i n g i n t e n s i t i e s o f t h e d e a d a n d l i v e c e l l r e g i o n s f o r e n z ym e E # 1 w e r e s e p a r a t e d b y 0 . 4 -0 . 9μ m , w h i l e t h o s e f o r e n z ym e s E # 2 a n d E # 3 w e r e s e p a r a t e d b y 0 . 6 -1 . 2 a n d 0 . 8 -2 . 1μ m , r e s p e c t i v e l y . T h e p e a k s o f s t a i n i n g i n t e n s i t y o f d e a d c e l l s ( F i g u r e2 G ) f o r e n z ym e E # 3 w e r e c l o s e r t o t h e b i o fi lm -fl u i d i n t e r f a c e t h a n t h a t f o r l i v e c e l l s , w h i c h a l s o s u p p o r t t h e m i c r o s c o p i c o b s e r v at i o n s ( F i g u r e 1 ) . I t i s e v i d e n t f r om F i g u r e2t h a t d u r i n g i n c u b a t i o n t h e p r o t e a s e -/ l i p a s e -b a s e d e n z ym e p e n e t r a t e d t h e b i o fi lm t o a g r e a t e r e x t e n t t h a n o t h e r e n z ym e s .
T h e a v e r a g e r e l a t i v e t h i c k n e s s o f l i v e a n d d e a d c e l l r e g i o n s i n t h e h y d r a t e d b i o f o u l a n t s i s s h ow n i n F i g u r e 3 . F o r c o n t r o l s am p l e s l i v e v sd e a d c e l l t h i c k n e s s e s a r e a lm o s t e q u a l e v e n t h o u g h t h e b i o fi lm s am p l e s o n RO s u r f a c e s w e r e g r ow n i n d i f f e r e n t r e a c t o r s , i n d i c a t i n g t h e r e p r o d u c i b i l i t y o f b i o f o u l a n t f o rm a t i o n o n t h e RO s u r f a c e s . T h e a c c um u l a t e d t h i c k n e s s e s o f l i v e a n d d e a d c e l l s w e r e s im i l a r a f t e r t r e a tm e n t b y e n z ym e E # 1 , w h i c h i s i n g o o d a g r e em e n t w i t h t h e im a g e s o b t a i n e d w i t h t h e m i c r o s c o p e ( F i g u r e 1 ) . H ow e v e r , f o r e n z ym e s E # 2 a n d E# 3 , t h ea c c um u l a t e d t h i c k n e s s e s o f l i v e a n d
h e n z ym e s , b u t h i g h e r t h a n t h a t o f t r e a tm e n t b y e n z ym e E # 1 .
W i t h a n i n c r e a s e i n t h e e n z ym e c o n c e n t r a t i o n u p t o 1 0 0 p pm , t h e d e t a c hm e n t o f b i o fi lm s a l s o i n c r e a s e d . A t c o n c e n t r a t i o n s a b o v e 1 0 0 p pm , t h e r e w a s n o s i g n i fi c a n t c h a n g e i n t h i c k n e s s f o r a n y o f t h e e n z ym e s . I n a n o t h e r s t u d y (X u & L i u2 0 1 1 ) , 2 5% o f t h efi x e d b i om a s s o n a n y l o n m em b r a n e w a s r em o v e d w h e n 1 0 p pm D -t y r o s i n e w a s u s e d , w h i c h w a s i n c r e a s e d t o 6 0% a t a 5 0 0 p pm d o s e . I n o t h e r w o r d s , a 5 0 -f o l d i n c r e a s e i n e n z ym e l e a d s t o a 3 5% i n c r e a s e i n b i om a s s r em o v a l . I n t h e p r e s e n t s t u d y , o n l y 1 0 0 p pm o f E # 1 r em o v e d > 9 0% o f t h e b i o f o u l a n t s . A n i n c r e a s e i n i n c u b a t i o n p e r i o d ( f r om 1 8 t o 3 6 h ) f o r E # 2 a n d
l l s , b u t E # 1 s h ow e d m o r e r em o v a l o f b i o f o u l a n t s a t t h e l o n g e r t im e p e r i o d . O v e r a l l , t h e b i o f o u l a n t r em o v a l e f fi c i e n c y o f E # 1 w a s t h e h i g h e s t , f o l l ow e d b y E # 2 a n d t h e n E # 3 . I t m u s t b e n o t e d t h a t t h e s e o b s e r v a t i o n s a r e r e l a t i v e a n d o n l y a p p r o p r i a t e f o r t h e e x p e r im e n t a l c o n d it i o n s t e s t e d ; o t h e r e x p e r im e n t a l c o n d i t i o n s m a y g i v e
d i f f e r e n t r e s u l t s . H ow e v e r , t h e m e t h o d s d e s c r i b e d h e r e i n s h ow t h e r e l a t i v e c om p a r i s o n s b e tw e e n t h e e n z ym e s . C e l l u l a r v i a b i l i t y i n t h e b i o f o u l a n t s a f t e r e n z ym e e x p o s u r e I n a p r e v i o u s s t u d y (K h a n , T a k i z aw a , e t a l . 2 0 1 1 ) , c h emi c a l c l e a n i n g o f f o u l e d m em b r a n e c o u l d n o t b r i n g t h e m em b r a n e r e s i s t a n c e t o i t s v i r g i n c o n d i t i o n e v e n t h o u g h t h efl u x a f t e r c h em i c a l c l e a n i n g w a s r e s t o r e d t o a l e v e l s im i l a r t o t h a t o f p u r e w a t e rfl u x . I d e a l l y , t h e e n z ym e s h o u l d r em o v e t h e E P S c om p o n e n t s o f b i o f o u l a n t . I n a c t iv a t i o n o f t h e o r g a n i sm s c o u l d b e a s e c o n d a r y e f f e c t ; t h e r e f o r e , i t i s im p o r t a n t t o d e t e rm i n e i f t h e t r e a tm e n t s s im p l y r em o v e t h e b i o f o u l i n g o r i f t h e r e i s l o s s o f v i a b i li t y i n a d d i t i o n t o r em o v a l . F i g u r e 4s h ow s t h e c u l t u r a b i li t y o f c e l l s t h a t w e r e r em o v e d f r om t h e s u r f a c e o f t h e m em b r a n e s d u r i n g e n z ym e t r e a tm e n t . F o r c om p a r i s o n , t h e c u l t u r a b l e c e l l c o u n t s i n t h e s c r a p e d a n d s u s p e n d e d b i o fi lm t h a t h a d n o t b e e n e x p o s e d t o t h e e n z ym e s v a r i e d f r om 1 . . A f t e r e n z ym a t i c c l e a n i n g o f b i of o u l a n t s , t h e r e w a s s t i l l s om e b i o fi lm p r e s e n t o n t h e RO s u r f a c e s ( F i g u r e 3 ) ; t h e r e f o r e , i t i s n o t p o s s i b l e t o c om p a r e h ow m a n y c e l l s i n s i d e t h e b i o fi lm l o s t t h e i r v i ab i l i t y d u r i n g t h e i n c u b a t i o n w i t h e n z ym e s a t d i f f e r e n t c o n d i t i o n s .
T h e c u l t u r a b i l i t y w a s r e d u c e d b y m o r e t h a n 5 l o g s e v e n a t t h e l ow e s t c o n c e n t r a t i o n o f 5 0 p pm a n d t h e s h o r t e s t i n c u b a t i o n p e r i o d ( 1 8 h ) . C o u n t s w e r e r e d u c e d f u r t h e r w h e n t h e c o n c e n t r a t i o n s o f e n z ym e s a n d t h e i n c u b a t i o n p e r i o d w e r e h i g h e r . T h i s s u g g e s t s t h a t t h e c o n c e n t r a t i o n o f t h e s e e n z ym e s i s a m o r e im p o r t a n t f a c t o r t h a n t h e i n c u b a t i o n p e r i o d i n r e d u c i n g t h e c e l l u l a r c u l t u r a b i l i t y . T h e s e d a t a d i r e c t l y c o r r o b o r a t e w i t h t h e s u r f a c e -b a s e d m i c r o s c o p i c o b s e r v a t i o n s ; w i t h t h e i n c r e a s e i n t h e e n z ym e c o n c e n t r a t i o n s , t h e n um b e r o f l i v e c e l l s w a s r e d u c e d ( F i g u r e 1 ) , a n d t h e l i v e c e l l c o n c e n t r a t i o n d i c t a t e s t h e c e l l u l a r c u l t u r a b i l i t y . T h e e f f e c t o f t r e a tm e n t o n c u l t u r a b i l i t y w a s c om p a r a b l e f o r e a c h d o s e a n d i n c u b a t i o n t im e f o r a l l e n z ym e s u s e d i n t h i s s t u d y .
C h a r a c t e r i z a t i o n o f t h e e f f e c t s o f e n z ym e s o n RO m em b r a n e s u r f a c e p r o p e r t i e s RO m em b r a n e s u r f a c e r o u g h n e s s , m o r p h o l o g y , h y d r op h o b i c i t y , a n d t h e m a s s p e r c e n t a g e o f c h em i c a l c om p o s it i o n w e r e i n v e s t i g a t e d a n d q u a n t i fi e d b e f o r e a n d a f t e r b i o f o u l a n t f o rm a t i o n a n d a l s o a f t e r e n z ym e c l e a n i n g . B i o f o u l a n t m o r p h o l o g y a n d e f f e c t s o f e n z ym a t i c c l e a n i n g o f b i o f o u l a n t t o r e v i v e t h e RO s u r f a c e r o u g h n e s s S u r f a c e m o r p h o l o g y i s im p o r t a n t i n c o n t r o l l i n g t h e a c c um u l a t i o n o f b i o f o u l i n g ( E l im e l e c h e t a l . 1 9 9 7 ; F l emm i n g 1 9 9 7 ; F l emm i n g e t a l .1 9 9 7 ) , a n d a t t h e s am e t im e b i o f o u l i n g c a n c h a n g e t h e s u r f a c e m o r p h o l o g y a n d r o u g h n e s s (Kw a k & I hm1 9 9 9 ) . R o u g h e r m em b r a n e s h a v e a h i g h e r t e n d e n c y f o r f o u l i n g b y n a t u r a l o r g a n i c m a t t e r a n d s o l u b l e m i c r o b i a l p r o d u c t s ( P a r k e t a l . 2 0 0 5 ) . F i g u r e 2 . R e p r e s e n t a t i v e 5μ m t h i c k n e s s c r y o -s e c t i o n s o f ( B ) c o n t r o l RO m em b r a n e w i t h b i o f o u l a n t s ; a n d (D ) , ( F ) a n d (H ) RO m em b r a n e s a f t e r t h e e n z ym e t r e a tm e n t b y E # 1 , E # 2 a n d E # 3 , r e s p e c t i v e l y , a f t e r s t a i n i n g b y t h e L i v e /D e a d B a c L i g h t ™ B a c t e r i a l V i a b i l i t y K i t . T h e p r ofi l e s o f l i v e a n d d e a d c e l l r e g i o n s i n t h e b i o fi lm s o n (A ) RO w i t h o u t e n z ym e t r e a tm e n t ; a n d ( C ) , ( E ) a n d (G ) o nO n c e m em b r a n e s u r f a c e s a r e e x p o s e d t o t h e b i o f o u l a n t s , t h e i r p h y s i c o -c h em i c a l p r o p e r t i e s a r e a l t e r e d t o s om e n o t i c e a b l e e x t e n t ( F e r j a n i e t a l .2 0 0 0 ;P a r ke ta l .2 0 0 5 ; K h a n e t a l .2 0 1 0 ) a n d t h o s e p r o p e r t i e s c a n n o t b e r e s o r t e d c om p l e t e l y e v e n a f t e r a p p r o p r i a t e c l e a n i n g ( P a r k e t a l . 2 0 0 5 ) . I n t h e a u t h o r s ' p r e v i o u s w o r k , w h e n t h e b i o f o u l e d T F C RO s u r f a c e w a s c l e a n e d p h y s i c a l l y ( u s i n g n a n o p u r e w a t e r a n d a s o f t r u b b e r s c r u b b e r ) , t h e r o u g h n e s s w a ss t i l l 4 8 nm g r e a t e r t h a n t h a t o f t h e v i r g i n m em b r a n e . A f t e r e n z ym a t i c c l e a n i n g , t h e c h a n g e s i n r o u g h n e s s w e r e i n s i g n i fi c a n t f o r E # 1 w h i l e t h e o t h e r e n z ym e s h a d v a ri e d e f f e c t s ( F i g u r e 5 ) . F u r t h e r d e t a i l s o n t h e A FM im a g e s o f t h e b i o f o u l a n t s o n RO m em b r a n e s u r f a c e s w i t h o u t e n z ym a t i c t r e a tm e n t a n d a f t e r t r e a tm e n t b y e n z ym e E # 1 u s i n g d i f f e r e n t c o n d i t i o n s a r e s h ow n i n S u p p l em e n t a r y F i g u r e S 2 . T h e s t a n d a r d e r r o r ( S E ) o f t h e m e a n v a l u e s o f R a a n d R q v a r i e d f r om 1 . 0 1 t o 3 . 0 1 nm .
T h e p r o t e a s e -/ l i p a s e -b a s e d E # 1 , a t t h e c o n c e n t r a t i o n o f 1 0 0 p pm a n d t h e i n c u b a t i o n p e r i o d o f 1 8 h , w a s o p t im um t o r e s t o r e t h e T F C RO s u r f a c e r o u g h n e s s . W h e n t h e c o n c e n t r a t i o n w a s i n c r e a s e d , t h e r o u g h n e s s w a s r e d u c e d . RO s u r f a c e r o u g h n e s s w a s r e d u c e d s i g n ific a n t l y a t m o s t o f t h e c om b i n a t i o n s o f d e x t r a n a s e -b a s e d E # 2 ( e x c e p t i o n a t 1 5 0 p pm d o s e f o r 3 6 h ) a n d f o r a l l c om b i n a t i o n s o f PG b a s e d E # 3 . T h i s o b s e r v a t i o n s u gg e s t s t h a t d u r i n g e n z ym a t i c c l e a n i n g c o n d i t i o n s s h o u l d b e o p t im i z e d t o m a x im i z e t h e c l e a n i n g w h i l e m a i n t a i n i n g t h e i n i t i a l r o u g h n e s s ( v i r g i n c o n d i t i o n s ) , w h i c h c o n t r o l s t h e m em b r a n e fl u x a n d f o u l i n g o f t h e T F C s u r f a c e l a y e r o f t h e RO m em b r a n e . E f f e c t s o f e n z ym a t i c c l e a n i n g o n t h e T F C s u r f a c e h y d r o p h o b i c i t y A d v a n c e d w a t e r c o n t a c t a n g l e (θ w ) i s a d i r e c t m e a s u r e o f s u r f a c e h y d r o p h o b i c i t y o f a d r y s u r f a c e . B i o f o u l i n g o n RO s u r f a c e s c a n i n c r e a s e t h eθ w (K h a n e t a l . 2 0 1 0 ; K h a n , S t ew a r t , e t a l .2 0 1 1 ) a n d t h e s e c h a n g e s a r e a s s o c i a t e d w i t h t h e l o s s o f m em b r a n e p e rm e a b i l i t y d u e t o t h e a t t a c h e d b i o f o u l a n t m a c r om o l e c u l e s (H e r z b e r g & E l im e l e c h2 0 0 7 ) . T h e c a u s e o f t h e c h a n g e s i n h y d r o p h o b i c i t y d u e t o b i o f o u l i n g i s n o t w e l l u n d e r s t o o d . H y p o t h e t i c a l l y , t h e b a c t e r i a l c e l l s i n t h e b i o f o u l i n g l a y e r a c t a s a p a r t i c ul a t e f o u l i n g l a y e r h i n d e r i n g b a c k -d i f f u s i o n o f s a l t s f r om t h e m em b r a n e s u r f a c e , t h u s e l e v a t i n g t h e o sm o t i c p r e s s u r e n e a r t h e m em b r a n e s u r f a c e . M o r e o v e r , t h e E P S c om p on e n t o f t h e b i o f o u l i n g l a y e r s e em s t o m a i n l y i n c r e a s e t h e b i o fi lm h y d r a u l i c r e s i s t a n c e t o p e rm e a t e fl ow ( F l emm i n g 2 0 0 2 ; C h o n g e t a l . 2 0 0 8 ) . I n p r a c t i c e , t h e c o u p l i n g e f f e c t o f i n c r e a s e s i n o sm o t i c p r e s s u r e a n d h y d r a u l i c r e s i s t a n c e c a u s e a d e c r e a s e i n p e rm e a t e w a t e rfl u x l o s s a n d t h i s e f f e c t d o e s n o t f o l l ow a s im p l e g r a d i e n t a l o n g t h e b i o fi lm . I n t e r e s t i n g l y , i n c r e a s e s i n o sm o t i c p r e s s u r e a n d h y d r a u l i c r e s i s t a n c e a r e t h e r e s u l t s o f h y d r o p h o b i c i t y c h a n g e s i n t h e RO s u r f a c e s d u e t o f o u l i n g . F i e l d o b s e r v a t i o n s h a v e s h ow n t h a t o n c e b i o f o u l a n t s a c c um u l a t e o n m em b r a n e s u r f a c e s i n i t i a l m em b r a n e p r o d u c t i v i t y o r h y d r o p h o b i c i t y c a n n o t b e r e s t o r e d e v e n a f t e r c h em i c a l ( L i & E l im e l e c h 2 0 0 4 ) a n d c o n c e n t r a t e d s a l t ( L e e & E l im e l e c h2 0 0 7 ) c l e a n i n g o f b i o f o u l e d s u r f a c e s .
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